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研究成果の概要（和文）：甲状腺の悪性リンパ腫を疑う症例を対象として VR 法による穿刺吸引

核酸診断を施行し、IgH 遺伝子のモノクロナリティーの有無を検討した。このうち生検となっ

た症例については橋本病の 2例中 0例、悪性リンパ腫の 11 例中 7例（６３．６％）で IgH 遺伝

子のモノクロナリティーは陽性を示した。VR 法を広く普及させるため卓上遠心機とサーマル

サイクラーのみでより簡便に VR 法を実施する single tube 法を開発した。  

 
研究成果の概要（英文）：VR was performed in patients suspected having thyroid malignant 
lymphoma. 0 of 2 and 7 of 11 patients of Hashimoto’s and malignant lymphoma, respectively, 
showed a positive result in monoclonality in the IgH gene. A single tube VR method, which 
requires only a microcentrifuge machine and thermal cycler, was established.   
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１．研究開始当初の背景 

頚部のリンパ節腫脹や甲状腺の炎症性

疾患である橋本病は日常よく眼にする病

態である。これらは悪性リンパ腫との鑑別

診断がしばしば困難で、確定診断に至るた

めには手術による組織摘出と病理組織診

断が必要である。頚部悪性リンパ腫は小さ

いうちに発見できれば放射線療法でほぼ

完治が期待できるが、手術生検は侵襲が大

きく目立つ位置である頚部に大きな傷が

残るため、施行をためらうことが多い。し

かし、従来行われている細胞診では反応性

のリンパ球浸潤と悪性リンパ腫の鑑別は

非常に困難である。そこで我々は細い針で

の穿刺検体からの核酸解析によって診断

する穿刺吸引核酸診断法の開発を試みて

いる。 

頚部および甲状腺に発生する悪性リン



パ腫の多くが B 細胞由来であるため,ゲノ

ム上でイムノグロブリン重鎖（IgH）遺伝

子の再構成（rearrangement）を起こして

いる。反応性の節腫脹や橋本病では正常の

B 細胞がさまざまな rearrangement を起こ

すため、IgH の配列はポリクローナルであ

るのに対し、悪性リンパ腫では一つの B細

胞から腫瘍性に増殖しているためモノク

ローナルである。組織のサザンブロットで

IgH 遺伝子のモノクロナリティーを検出す

ることはB細胞由来の悪性リンパ腫の信頼

性の高い診断手段である。しかし、サザン

ブロットでは10μｇのゲノムDNAが必要な

のに対し、穿刺検体中から回収できる DNA

は 200ng 程度であるため、直接の解析は不

可能である。 

我々は 200ng の DNA から IgH配列のモノ

クロナリティーを判定する方法として

Vectorette PCR-Restriction Enzyme(VR)

法を開発した。VR 法はベクトレット PCR 法

により IgH 遺伝子のＪ領域 3’端を基点と

して上流の配列を増幅するとともに、制限

酵素処理により再構成を起こしていない

ゲノムを除去して検出感度を上げること

で、検体中の IgH 配列がモノクローナルで

あるかどうかを高感度で判定することが

できる（平成 22 年に国内特許が成立）。 

VR 法はサザンブロット法に匹敵する感

度と特異度を持つ検査法であり、組織検体

での検討結果では甲状腺原発悪性リンパ

腫の約 80%で IgH 遺伝子のモノクロナリテ

ィーが陽性であると判定され、良性疾患で

ある橋本病では全例陰性と判定される

（ Takano T, J Clin Endocrinol Metab  

2005）。さらに患者の穿刺検体では橋本病

の 1 例 0例（0%）、悪性リンパ腫の 8例中 4

例（50%）が VR 法による術前判定で IgH 配

列のモノクロナリティーが陽性であった。

（Takano T, Leukemia Res 2008） 

以上の結果より VR 法を用いた穿刺吸引

核酸診断法は悪性リンパ腫の低侵襲検査

として有用であることが示唆されたが、以

下の問題点が残った。第一に手術生検まで

に至った症例数が少なく、さらに多数の症

例で検査の性能を検討する必要があるこ

と、第二に穿刺検体での VR 法を用いた IgH

配列のモノクロナリティーの陽性率が組

織標本を用いた場合と比較して低かった

ことである。この原因として穿刺での腫瘍

細胞採取の際に、強い陰圧をかけた場合相

当量の末梢血を同時に吸引し、末梢血に含

まれる正常 B 細胞が VR 法によるモノクロ

ナリティー検出を阻害し、偽陰性となって

いることが考えられた。 

 

２． 研究の目的 

VR 法による穿刺吸引核酸診断を悪性リ

ンパ腫と橋本病の鑑別診断が必要な患者

に対して施行し、経験症例数を増やす。そ

の過程で実際の患者での施行する上での

問題点を抽出し、解決に努め、VR 法による

悪性リンパ腫の低侵襲診断法としての信

頼性を高める。また、一般病院での VR 法

の施行が可能であるようにプロトコール

の簡易化を進める。 

 

３．研究の方法 

１）悪性リンパ腫を疑う患者に対して穿刺

吸引を施行し、回収された細胞から DNA を

抽出して VR 法を施行する。穿刺時の末梢

血の混入状態を評価する指標として穿刺

検体中の赤血球数を同時に測定し、末梢血

の混入が多い不良検体と判断し、モノクロ

ナリティーが検出されない場合でも判定

保留として再穿刺を要請することとする。

VR 法の結果と細胞診断、また生検まで施行

された場合はその結果と比較検討する。 

２）悪性リンパ腫から採取された DNA と末

梢血から抽出したDNAを比率を変えて混ぜ

て VR 法によるモノクロナリティー解析を

施行し、不良検体と判断するためののデシ

ジョンレベルを決定する。 

３）一般病院での VR 法の施行が可能とな

るように卓上遠心機とサーマルサイクラ

ーのみで最後まで施行できるようプロト

コールの改変を試みる。 

 

４．研究成果 

１）悪性リンパ腫を疑う症例を対象とした VR

法を使用した穿刺吸引核酸診断法の実施 

症例の集積を進めたが、穿刺の実施に至っ

たのが 40 例、腫瘍細胞からベクトレット PCR

での解析を施行するのに十分な DNA が回収さ

れたのは２１例にとどまった。症例数が限定

されててしまった原因としては、元々甲状腺

由来の悪性リンパ腫は非常に珍しい病態であ

り、症例数が少ないため、今回対象となった

病院の患者だけでは数が限られてしまったこ

と、良性疾患である橋本病に対して穿刺吸引

細胞診の施行を避ける傾向がここ数年強まっ

たことが挙げられる。腫瘍細胞からの DNA の

回収量が少なかった理由として、これらの症

例の多くが超音波検査や臨床像からは悪性リ

ンパ腫よりも橋本病を疑うものであり、線維

化が進んでいて組織に浸潤しているリンパ球

の回収量が少なかったためと考えられた。こ



れは検査時に同時に作成した細胞診用のスラ

イドグラスでリンパ球の数を計測することで

確認された。このうち生検まで至った症例は

13 例であり、生検の結果は橋本病が 2例、悪

性リンパ腫が 11 例であり、橋本病の 2例はい

ずれも IgH 遺伝子のモノクロナリティーは陰

性、これに対して悪性リンパ腫の 11 例のうち

7 例（６３．６％）で陽性を示した。このう

ち 2 例は同一症例の甲状腺の別の部位からの

穿刺であり、ベクトレット PCR で同一の部位

にバンドが見られた。このことより、VR 法の

再現性が良いこと、またこの症例における 2

か所の腫瘍は１つの腫瘍細胞に由来する腺内

転移であることが証明された。VR 法における

偽陰性の原因として穿刺時の末梢血の混入を

考え、穿刺検体中の赤血球数をモニターして

いたが明らかには末梢血の混入が原因で偽陰

性を呈したと考えられる症例は確認できなか

った。 

 

２）穿刺検体中への末梢血の混入の VR 法の

判定に与える影響 

過去にVR法陽性が確認されている悪性

リンパ腫組織からゲノムDNAを抽出した。

また健常人末梢血を採取し、同じくゲノ

ムDNAを抽出した。両者を比率を変えて混

合し、VR法のプロトコールに従い、制限

酵素処理、ベクトレットリンカーの結合

、制限酵素処理による再構成を起こして

いない遺伝子の増幅過程からの除去、

nested PCRによる再構成された遺伝子断

片の増幅を行った後、アガロースゲル電

気泳動により、モノクローナルなPCR産物

の増幅が確認できるかどうか判定した。

複数の検体で実施した結果、モノクロー

ナルなバンドがどの長さで検出されるか

により多少の変化はあるものの、末梢血

由来のDNAと悪性リンパ腫組織由来のDNA

がおよそ１０：１以上であればモノクロ

ナリティーが明確に判定できることがわ

かった。この結果から換算すると、穿刺

検体中にB細胞数としては同数、白血球数

としては1/10、赤血球数としては1/10000

以上の数の腫瘍細胞が存在すればモノク

ロナリティーの判定が可能であることと

なる。したがって、今後穿刺検体を使用

してVR法を施行する場合、上記のレベル

を超える末梢血の混入が考えられる場合

は、不良検体の疑いありとして再穿刺を

勧めることが望ましいと判断された。 

 

３）VR法のプロトコールの改変 

 今回の検討で症例数の集積が少なか

ったことや VR 法が広く普及しない原因

として、甲状腺由来の悪性リンパ腫の頻

度が非常に低く、また特定の病院に症例

が集中することがないことが考えられ

た。今後、VR 法の実施件数を増やすため

には VR 法のプロトコールを特殊な器具

を使用しないものに改変して、どの病院

でも対象となる患者が出た場合に簡単

に実施できるようなものにする必要が

ある。従来の VR 法ではミリポア社の吸

引ろ過器具を使用していたがこれを使

用しないで卓上遠心機とサーマルサイ

クラーのみで実施するプロトコールの

開発を試みた。方法としては下記の２つを

施行した。 

①� 1 回目の PCR 後、吸引器を使用せずに PCR

産物をカラム精製して、精製物を２回目

の PCR で増幅する（カラム精製法） 

②� １回目の PCR を低濃度のプライマーを使

用して低容量で施行し、その後高濃度の

internal primer を含んだ２回目の PCR

の反応液を大量に加えて増幅する

（single tube 法）。 

過去に収集した悪性リンパ腫から採取した

DNA を使用して上記の２方法で IgH 遺伝子の

モノクロナリティーの検出が可能かどうか

検討した。どちらの方法でも従来の吸引器を

使用する方法と同様に IgHのモノクロナリテ

ィーの検出が可能であったが、single tube

法では条件によっては PCR後に余分なバンド

が出現し、false positive の結果をもたらす

ことがあった。これに対し、カラム精製法で

は従来法に比較して感度が悪く、本来出てい

たモノクロナリティーのバンドが消失する

ことがあり false negative の結果をもたら

す可能性が考えられた。したがって、方法と

しては single tube 法が望ましく、この方法

を使用することで特殊な器具を持っていな

くても VR法が施行できることが確認された。   

 

４）総括 

今回の検討では症例数の蓄積は十分では

なかったものの、VR 法によって穿刺検体中の

IgH 遺伝子のモノクロナリティーが効率よく

検出されれることが確認できた。また、より

簡便なプロトコールの確立に成功したこと

により今後、より多くの施設で VR 法を実施

できるようになるものと考えられる。また、

当研究期間中に本法の特許が成立し、今後悪

性リンパ腫を疑う場合のルーチン検査の１

つとして確立していくための後押しとなる

ものと期待される。 
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